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Summary
Colorectal cancer appears to be a common disease in Western countries. In search
for etiological factors in the development of this disease, diet has been indicated as
a relevant factor. Further, much attention has been drawn to the presence of
genotoxic compounds in human feces, a matrix to which the bowel epithelium is
continuously exposed. Fecapentaenes have been identified as the group of most
prominent mutagens in feces of the majority of Western populations. These
polyunsaturated compounds are found to originate from bacterial production
although their ultimate origin is still unknown. Fecapentaenes appear to possess
high /n vifro genotoxic potential as determined in various testing systems with
prokaryotic as well as mammalian cell types. On the other hand, demonstration of
carcinogenic effects in the rodent-colon after application of fecapentaene-12 (FP-
12), a synthetic representative for all fecapentaenes, by various routes and
treatments regimens has repeatedly failed. At other sites than the colon however,
FP-12 has been found to induce several types of neoplasia. These genotoxic
characteristics of FP-12 and the general occurrence of this class of fecal mutagens
in human populations, form the main motive to study fecapentaene excretion in
relation to colorectal cancer risk and dietary habits, as described in the first part of
this thesis. A second aim of this thesis is to contribute to the elucidation of the
genotoxic mechanism of FP-12, which may result in a better understanding of the
processes that may be involved in fecapentaene induced cell-transformation.
In order to perform reliable quantification of excreted fecapentaene-levels in feces,
a new analytical procedure has been developed based on a rigorous extraction
method and a high performance liquid chromatographic separation, which enables
quantification of minute amounts of various fecapentaene-analogues (Chapter 2).
Application of this extraction procedure was found to result in high fecapentaene
recovery; extracts however showed simultaneously low mutagenicity, probably
caused by co-extraction of anti-mutagenic compounds. This indicates that
determination of fecal mutagenicity is not an accurate tool for indirect
measurement of fecapentaene excretion.
This quantitative method has been applied to feces from groups at different risk for
developing colorectal cancer. First, a study population has been selected
consisting of habitual omnivores and vegetarians (Chapter 3). It was found that
individuals consuming "low risk" vegetarian diets excrete significantly higher fecal
concentrations of fecapentaenes as compared to the reference population with
omnivorous dietary habits. Therefore, the initial hypothesis that individuals at low
risk excrete low fecapentaene levels appears to be incorrect and has to be rejected.
Moreover, as previous research demonstrated that colorectal cancer patients
excrete lower fecapentaene concentrations as compared to matched healthy
control individuals, it can be suggested that fecal fecapentaene concentrations
may relate inversely to intracellular exposure levels, and thereby also to the risk on
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fecapentaene-induced genetic damage.
In chapter 4 an m vifro model has been described to study interactions between
FP-12 and various fecal constituents which may be of influence on kinetic
properties of fecapentaenes in the large bowel. It has been found that FP-12 may
strongly adsorb to fiber material which may explain the positive relation found
between fiber consumption and fecapentaene excretion described in Chapter 3.
Furthermore, this fiber-potentiated fecapentaene excretion may result in a decrease
of cellular fecapentaene-resorption, thus providing a possible explanation for the
inverse'relation observed between fecapentaene excretion and colorectal cancer
risk as indicated above. Additionally, it was found that high concentrations of bile
acids, which are generally linked to increased colorectal cancer risk, increase
fecapentaene solubility and thereby bioavailability. Calcium, a dietary factor that
was also found to correlate positively with fecapentaene excretion (Chapter 3),
was found to counteract this solubilizing effect by precipitation with bile acids.
Since most, if not all, carcinomas are known to originate from benign adenomas,
patients with adenomatous polyps in colon or rectum were selected for the second
study population (Chapter 5). Fecapentaene-excretion patterns have been
analysed in feces from this population and compared to those of matched control
individuals which after endoscopic examination were found to be free of
colorectal neoplasia. However, the results from this study have not shown
significant differences in fecapentaene-excretion levels between both groups,
therefore providing no evidence to incriminate fecapentaenes as relevant factors
during early phases of colorectal carcinogenesis.
In Chapters 6 and 7, the mechanism of fecapentaene genotoxicity has been
studied. Two hypotheses have been tested concerning the induction of oxidative
DNA-damage by FP-12 as well as alkylating properties of the fecapentaenes. By
using electron spin resonance (ESR) spectroscopie techniques, it has been
demonstrated that during the aerobic decomposition of FP-12 reactive oxygen
species are generated, which in turn are found to induce 2'-deoxy-7,8-dihydro-8-
oxoguanosine (8-oxodG), a marker for oxidative DNA-damage. This radical
generation appears to be depending on the presence of peroxidative enzymes,
whereas the induction of oxidative genetic damage has also been found during
spontaneous degradation of FP-12. The generation of singlet oxygen, superoxide-
anion and hydroxyl radicals has been demonstrated by studying interfering effects
of various radical scavengers on the ESR-signal intensities and the induction of 8-
oxodG. A reaction pathway has been suggested for the generation of these
reactive oxygen species, involving the formation of superoxide anion radicals after
peroxidation of FP-12, which in turn may result in the formation of hydroxyl
radicals and singlet oxygen by combination of spontaneous or enzymatic
dismutation of superoxide, and the iron-catalyzed Haber-Weiss reaction.
The mutagenic potential of FP-12 to 5a/wone//a ryp/umMnum has been found to
be partially reduced by addition of oxygen radical scavengers, furthermore
confirming the involvement of oxidative DNA-damage in fecapentaene-
mutagenicity. On the other hand, the inactivation of bacteriophage <|)X-174 DNA
appears to be only marginally influenced by radical scavenging, indicating a
second mechanism for genotoxicity. Moreover, using this DNA inactivation test, it
has been found that enhanced radical generation by enzymatic peroxidation of
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FP-12 results in decreased DNA inactivation. These data may indicate that oxygen
radical generation rate is not an important factor in FP-12 induced DNA-damage.
Further, calculation of the contribution of 8-oxodG in <|>X-174 DNA inactivation
indicates that the induction of this type of oxidative DNA damage may only
contribute to a minor extent to fecapentaene genotoxicity. Finally, preliminary
results of 32p-postlabelling studies have shown additional spots of putative DNA-
adducts of fecapentaene or fecapentaene-fragments on autoradiography, after
incubation of FP-12 with single-stranded rat liver DNA. The induction of these
additional spots appears to be substantially reduced by enzymatic peroxidation of
FP-12. Based on this observation and the above mentioned reduced inactivation
of <(>X-174 DNA after peroxidation, it may be suggested that fecapentaenes and/or
fecapentaene-derived reactive alkyl-fragments are converted to non-reactive
endproducts by rapid enzymatic peroxidation. This may furthermore result in
lower DN A-alkylation levels as well as reduced induction of biological effects.
It is concluded that in view of their potency to induce a variety of genotoxic
effects zn viVro as well as their ability to interact with colon epithelial DNA and to
induce neoplasia in various animal tissues, fecapentaenes should be considered as
potential colon-carcinogens. In order to estimate the risk of fecapentaene-
exposure and their actual role in colorectal carcinogenesis, it seems essential to
investigate the induction of genetic modifications in more detail after
fecapentaene-exposure of human colon epithelium under normal physiological
conditions.
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Samenvatting
Dikke-darmkanker is een veel voorkomende ziekte in Westerse landen. Uit het
onderzoek naar de belangrijkste oorzaken van het ontstaan en de ontwikkeling
van deze aandoening is naar voren gekomen dat het dieet van grote betekenis is.
Daarnaast is veel aandacht uitgegaan naar het vóórkomen van genotoxische
verbindingen in de ontlasting, waaraan de darm voortdurend is blootgesteld.
Fecapentaenen zijn hierbij geïdentificeerd als de belangrijkste groep van
verbindingen die tevens aangetroffen wordt in het merendeel van Westerse
bevolkingsgroepen. Deze meervoudig onverzadigde fecapentaenen blijken te
worden gesynthetiseerd door algemeen voorkomende darmbacteriën, waarbij de
oorsprong van de precusormoleculen nog niet is opgehelderd. Daarnaast bezitten
deze faecale verbindingen een extreem hoge mutagene capaciteit zoals blijkt uit
verschillende in v/7ro genotoxiciteitstesten met zowel prokaryotische- als
zoogdiercellen. Daar staat tegenover dat geen duidelijke kankerverwekkende
eigenschappen zijn aangetoond in de darm van verschillende proefdieren na het
toedienen van synthetisch fecapentaeen-12 (FP-12), een representatieve
verbinding voor alle fecapentaenen. Voor andere doelwitorganen dan de darm zijn
echter wel carcinogene eigenschappen van FP-12 beschreven. Deze genotoxische
karakteristieken van FP-12 en het vóórkomen van deze klasse van verbindingen
in het merendeel van humane bevolkingsgroepen, vormen de belangrijkste
redenen om fecapentaenen-excretie te bestuderen in relatie tot het risico op dikke-
darmkanker en eetgedrag, zoals beschreven in het eerste deel van dit proefschrift.
Een tweede doelstelling van dit proefschrift is een bijdrage te leveren aan de
opheldering van het genotoxiciteitsmechanisme van FP-12, hetgeen kan bijdragen
aan een beter inzicht in de processen die mogelijk ten grondslag liggen aan
fecapentaeen-geïnduceerde celtransformatie.
Om op een betrouwbare en reproduceerbare wijze de uitscheiding van
fecapentaenen te kunnen kwantificeren in faeces van relatief grote
onderzoekspopulaties, is een nieuwe analyse ontwikkeld, gebaseerd op een
rigoureuze extractieprocedure en een hoge druk vloeistof-chromatografische
scheiding van verschillende fecapentaeen-analoga (Hoofdstuk 2). Toepassing van
deze methodiek blijkt te resulteren in een verbeterde extractie-opbrengst, wat
tevens gepaard gaat met een relatief lage fecale mutageniteit. Waarschijnlijk wordt
dit veroorzaakt door de co-extractie van verschillende anti-mutagene stoffen die
eveneens aanwezig zijn in de ontlasting. Dit geeft aan dat de bepaling van faecale
mutageniteit geen goede parameter is voor het indirect kwantificeren van
fecapentaenen-excretie.
Deze nieuwe procedure is toegepast op faeces van individuen met een
verschillende kans op het ontwikken van dikke-darmkanker. Als eerste is een
studiepopulatie geselecteerd bestaande uit vegetariërs en omnivoren (Hoofdstuk
3). Uit deze fecapentaenen-analyses blijkt dat mensen met een "laag-risico",
vegetarisch dieet, faeces uitscheiden met significant hogere fecapentaenen-
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concentraties in vergelijking met de referentie populatie bestaande uit mensen met
omnivore eetgewoonten. Dit geeft aan dat de oorspronkelijke hypothese, waarbij
er vanuit wordt gegaan dat mensen met een laag risico ook lagere fecapentaenen-
concentraties uitscheiden, onjuist is en verworpen moet worden. Omdat uit eerder
onderzoek is gebleken dat darmkankerpatiënten lagere fecapentaenen-
concentraties uitscheiden in vergelijking met controle personen, kan verondersteld
worden dat faecale fecapentaenen-concentraties omgekeerd evenredig zijn met
cellulaire blootstellingsconcentraties, en het daarmee samenhangende risico op
fecapentaeen-geïnduceerde genetische schade.
In hoofdstuk 4 wordt een m vifro model beschreven om interacties te bestuderen
tussen FP-12 en verschillende faecale componenten die de kinetiek van de
fecapentaenen in de darm kunnen beïnvloeden. Uit deze studies is gebleken dat
FP-12 in sterke mate kan adsorberen aan vezelmateriaal waardoor de positieve
relatie die gevonden is tussen vezelconsumptie en fecapentaenen-excretie
(Hoofdstuk 3) verklaard zou kunnen worden. Voorts kan deze door vezel
gestimuleerde fecapentaenen-excretie leiden tot een afname in cellulaire
fecapentaeen-resobtie, hetgeen tevens een mogelijke verklaring biedt voor de
omgekeerde relatie die gevonden is tussen fecapentaenen-excretie en risico op
darmkanker zoals hierboven is aangegeven. Verder is gebleken dat hoge
concentraties galzuren, die over het algemeen in verband worden gebracht met
een verhoogd risico op darmkanker, kunnen bijdragen aan een verhoogde
oplosbaarheid van fecapentaenen en de daarmee samenhangende biologische
beschikbaarheid. Calcium, een van de voedingsfactoren die eveneens een
positieve correlatie vertoont met fecapentaenen-excretie, kan dit oplossend effect
verminderen door vorming van een neerslag met deze galzuren.
Aangezien de meeste darmcarcinomen ontstaan uit goedaardige adenomen, zijn
voor de tweede studiepopulatie patiënten geselecteerd met adenomateuze
poliepen in het colon of rectum. Fecapentaenen-excretiepatronen zijn
geanalyseerd in de ontlasting van deze personen en vergeleken met die van een
bijpassende controle groep, bestaande uit mensen waarbij tijdens endoscopisch
onderzoek is vastgesteld dat zij geen tumoren hebben in de darm. In deze studie is
echter geen verschil aangetoond tussen fecpaentaenen-excretie in beide groepen,
waardoor er geen aanleiding is te veronderstellen dat fecapentaenen betrokken
zijn als initiërende verbindingen gedurende de vroege ontwikkelingsfasen van
kanker in de dikke darm.
In de hoofdstukken 6 en 7 worden de studies naar het genotoxiciteitsmechanisme
van FP-12 beschreven. Hierbij zijn twee hypothesen getoetst, betreffende de
inductie van oxidatieve DNA-schade door FP-12 en de alkylerende
eigenschappen van de fecapentaenen. Met behulp van electron spin resonantie
spectroscopie (ESR) is aangetoond dat reactieve vormen van zuurstof kunnen
ontstaan tijdens het aërobe verval van FP-12. Deze zuurstof radicalen zijn op hun
beurt in staat om 2'-deoxy-7,8-dihydro-8-oxoguanosine (8-oxodG) te induceren,
een specifieke vorm van oxidatieve DNA-schade. Voor de detectie van deze
radicalen blijkt de aanwezigheid van peroxidatieve enzymen noodzakelijk, terwijl
8-oxodG ook wordt geïnduceerd tijdens de spontane degradatie van FP-12.
Onderzoek naar de interfererende effecten van radicaal scavengers op de ESR-
signaal intensiteiten en de inductie van 8-oxodG heeft aangetoond dat zowel
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singlet zuurstof als superoxide anion en hydroxyl radicalen betrokken zijn bij de
inductie van oxidatieve DNA-schade. Een reactieschema is opgesteld voor de
vorming van deze reactieve zuurstofmoleculen, uitgaande van de vorming van
superoxide anion radicalen na de peroxidatie van FP-12, wat vervolgens resulteert
in de vorming van hydroxyl radicalen en singlet zuurstof door de combinatie van
spontane of enzymatische dismutatie van superoxide en de ijzer-gekataliseerde
Haber-Weiss reactie.
De mutageniteit van FP-12 in 5a/mo«e//a fyp/i/murium kan gedeeltelijk worden
gereduceerd door toevoeging van radicaal scavengers, hetgeen de betrokkenheid
van zuurstof radicalen in de mutageniteit van de fecapentaenen verder bevestigt.
Daar staat tegenover dat de inactivatie van bacteriofaag <])X-174 DNA slechts
marginaal wordt beïnvloed door het wegvangen van radicalen. Dit geeft aan dat
waarschijnlijk een tweede mechanisme een rol speelt bij de inductie van
genetische schade door FP-12. Daar komt bij dat in dezelfde DNA-
inactiveringstest het stimuleren van de zuurstofradicaalvorming door
enzymatische peroxidatie van FP-12 resulteert in een verminderde DNA-
inactivatie. Deze gegevens tonen aan dat het tempo van radicaalvorming blijkbaar
geen belangrijke factor is in FP-12-geïnduceerde DNA-schade. Verder geeft
berekening van de bijdrage van 8-oxodG in de inactivering van <J)X-174 DNA aan
dat de inductie van deze vorm van oxidatieve DNA schade slechts in geringe mate
de genotoxiciteit van FP-12 verklaart.
De eerste 32p-postlabellingsstudies na incubatie van enkel strengs rattelever DNA
met FP-12 geven een aantal extra spots van mogelijke FP-12 of FP-12-fragment
adducten aan DNA. De vorming van deze extra spots blijkt grotendeels te
reduceren door toevoeging van peroxidases aan het incubatie mengsel. Deze
waarneming in combinatie met de bovengenoemde afname in <))X-174 DNA-
inactivatie na toevoeging van peroxidases suggereert dat FP-12 of van FP-12
afgeleide reactieve alkyl-fragmenten omgezet worden tot niet reactieve
eindproducten door snelle enzymatische peroxidatie. Dit kan verder resulteren in
verminderde DNA-alkylerings niveaus en inductie van biologische effecten.
Gebaseerd op de potentie van FP-12 om een breed scala van genotoxische
effecten te induceren in i'n v/fro testsystemen alsmede de mogelijkheid om
interacties aan te gaan met colonepitheel-DNA en tumoren te induceren in
verschillende proefdier-organen, is geconcludeerd dat fecapentaenen beschouwd
moeten worden als mogelijke darmcarcinogenen. Om een risico-evaluatie te maken
voor blootstelling aan fecapentaenen en hun exacte betrokkenheid te bepalen in
de colon-carcinogenese, lijkt het noodzakelijk om de inductie van genetische
schade meer in detail te bestuderen na blootstelling van humaan colonepitheel
onder normale fysiologische omstandigheden.
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